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Zellspezifische retrovirale Vektoren mit Antikorperdomanen und Verfahren zu ihrer 

Herstellung fur den selektiven Gentransfer 

Die Erfindung betrifft zeUspezifisclie retrovirale Vektoren rait Antikoipererkeiiuungsdomanen 
(scFv), die fiir die zellspezifische Transduktion eines ausgewahlten Saugerzelltyps geeignet sind 
Zelltargeting), Verfahren zur Herstellung der zellspezifischen retroviralen Vektoren und ihre 
Verwendung zur Geniibertragung in ausgewahlte Zellen. Die Erfindung betrifft ferner retrovirale 
Verpackungszellen zur Gewinnung der erfindungsgemaBen zellspezifischen retroviralen Vektoren. 

Die Mehrheit der retroviralen Vektoren, die in der gentherapeutischen Forschung zur Zeit benutzt 
werden, stammen vom amphotropen Maus-Leukamie- Virus (MLV) ab. Der Wirtszellbereich des 
amphotropen MLV wird wird durch das Oberflachen-Hullprotein (SU) bestimmt, das vom env- 
Gen codiert wird. Die Proteinprodukte des env-Gens bilden die auBere Hulle des retroviralen 
Vektors. Die SU-Proteine interagieren mit, d.h. sie binden an ein bestimmtes Protein (Rezeptor) 
auf der Oberflache der Wirtszelle. Die env-Genprodukte des amphotropen MLV erlauben den 
Gentransfer in eine groBe Anzahl unterschiedlicher Saugerzellen. Ein selektiver Gentransfer in 
■pestimmte Zell- oder Gewebetypen des Menschen oder anderer Sauger ist mit arjaqphotropen 
MLV- Vektoren aber nicht moglich, weil der Rezeptor fiir die MLV-Hullproteine auf der 
Oberflache der Saugerzellen, welches den Eintritt von amphotropen MLV- Vektoren mid den 
Gentransfer vermittelt, auf fast alien diesen Zellen zu finden ist. Der Wirtszellbereich des 
amphotropen MLV ist daher nicht spezifisch. 

Eine Wirtszellspezifitat ist z.B. fur den gentherapeutischen Einsatz jedoch von Vorteil, da bei 
einer Gentherapie auBerhalb des Organismus (ex vivo) (Anderson et aL, Science 256 (1992), 808- 
813; Yu et aL, H. Gene Therapy 8 (1997), 1065-1072) aufwendige Aufreinigungen von Zellen 
vermieden werden. Fxir den Therapie-, Diagnostik- oder Inq)f-Einsatz in vivo ist erwunscht, daB 
die retroviralen Vektoren gezielt die gewiinschten Wirtszellen ansteuern imd anschheBend das 



therapeutische Gen ubertragen. Eine Einengung des Wirtszellbereichs des amphotropen MLV 
konnte durch Modification des Oberflachenhullproteins erreicht werden. Eine Modikation des 
Oberflachenhullproteins wurde durch die Fusion mit einer Hormondomane durchgefuhrt. Es fand 
eine Transduktion der Zellen statt, die den spezifischen Hormonxezeptor trugen (Kasahara et al, 
Science 266 (1994), 1373-1375). Ferner wurde das Oberflachenhiillprotein durch Fusion mit 
einem einkettigen Antikorperfragment {single chain variable fragment, nachfolgend auch "scFv" 
bezeichnet) modifiziert. Das Fragment reprasentierte die antigenbindende Domane eines 
Antikorpers und ist ein Fusionsprotein, das aus den variablen Domanen Vh und VI eines 
monoklonalen Antikorpers zusammengesetzt ist. Die beiden Domanen sind fiber ein Glycin- und 
Serin-Oligopeptid [-(ser-gly4)3-gly-)] verknupft, das die korrekte Faltung des Fusionsproteins 
ermoghcht (Huston et al., Methods Enzymol 203 (1991), 46-88, Whitlow et al., Methods: A 
ompanion to Methods EnzymoL 2 (1991), 97-105). AUe bisher durchgefiihrten Modifikationen 
des MLV-Oberflachenhullproteins mit einem scFv zeigten, daB es zwar zu einer Bindung der 
Vektoren an die Wirtszielzelle kam, nicht jedoch zu einem Eintritt in die Zelle (Russel et al, 
Nucleic Acid Res. 21 (1993), 1081-1985). Weiterhin ist bekannt, dafi das Oberflachenhullprotein 
des MLV generell keine umfangreichen Modifikationen erlaubt (Cosset et al., J. Virol 69 (1995), 
6314-632). Modifikationen, bei denen ein Teil der Bindungsdomane des MLV- SU- Proteins 
ersetzt wurde, fuhrten oft zu einer inkorrekten Prozessierung und somit zu einem defekten 
Transport des SU-Proteins an die Zelloberflache (Weiss et al., In J.A.Levy (ed.). The Retroviridae 
2 (1993), 1-108 ; Morgan et al., J. Virol. 67 (1993), 4712-4721; Russel et aL, Nucleic Acid Res. 
21 (1993), 1081-1985). Die Entwicklung zellspezifischer retroviraler Vektoren auf Basis des 
MLV mit veranderten Oberflachenhiillproteinen ist daher wenig erfolgversprechend. 

etrovirale Vektoren auf Basis des Milznekrosevirus SNV ("Spleen Necrosis Virus") sind fur 
einen gezielten Gentransfer in z.B. humane Zellen geeigneter, da das Oberflachen-Hiillprotein des 
SNV umfangreiche Modifikationen erlaubt und auch dann noch korrekt prozessiert wird 
(Martinez und Domburg, Virol 208 (1995), 234-241; Chu et aL, Gene Therapie 1 (1994), 292- 
299; Chu und Dornburg, J. Virol 69 (1995), 2659-2663). Zur Herstellung derartiger Vektoren 
benotigt man mindestens zwei Konq)onenten. Zum einen ist ein sog. Expressionskonstrukt 
herzustellen, das eine Verpackung in und den Transfer durch einen Retrovirus erlaubt. Das 
Expressionskonstrukt umfaBt ein kodierendes DNA-Fragment des gewunschten Genprodukts, 
z.B. ein Gen fur die Gentherapie oder als ImpfstofE Das Expressionskonstrukt mufi eine 
Nukleotidsequenz umfassen, die als Verpackunssignal psi (\y) bezeichnet wird und die effiziente 
Verpackung der mRNA in retrovirale Partikel steuert. Ferner benotigt man eine Verpackungs- 



oder fefelferzelle, welche die gag-, pol- und env-Genprodukte des SNV bereitstellt, ohne dafi die 
gag-, pol- und env-Gene in ein Retrovirus verpackt werden konnen. Die in der Veipackungszelle 
befindlichen gag-, pol- und env-Gene mussen psi-negativ sein. Nach Uberfuhrung des 
Expressionskonstruktes durch Transfektion der entsprechenden Plasmid-DNA in die 
Verpackungszellen werden retrovirale Partikel in den Zellkulturiiberstand abgegeben, die das 
Expressionskonstrukt enthalten und nur dieses, nicht jedoch die gag-, pol-, und env-Gene in die 
Zielzelle xiberfuhren konnen. Diese Vektoren sind vennehrunsunfahig und durchlaufen lediglich 
eine Replikationsrunde. Das allgemeine Verfahren zur Herstellung von vermehrungsunfahigen 
retroviralen Vektoren ist Stand der Technik (Weiss et aL, In J.A.Levy (ed.). The Retroviridae 2 
(1993), 1-108 ; Morgan et al, J. Virol. 67 (1993), 4712-4721; Russel et al. 5 Nucleic Acid Res. 21 
(1993), 1081-1985; Cosset et aL, J. Virol 69 (1995; Martinez und Dornburg, Virol. 208 (1995), 

34-241; Chu et aL, Gene Therapie 1 (1994), 292-299; Chu und Dornburg, J. Virol 69 (1995), 

659-2663). 

Auch der Tropismus (Wirtszellspezifitat) des Milznekrosevirus wird durch das 
OberflachenMllprotein (SU-Protein) bestimmt, das vom env-Gen des SNV codiert wird. Das 
Wildtyp-SNV-Oberflachenhiillprotein lafit keinen selektiven Gentransfer in bestimmte Zellen oder 
Gewebe des Menschen zu, da das spezifische Empfangerprotein (Rezeptor) nicht auf der 
Oberflache von humanen Zellen vorhanden ist (Dornburg, Gene Therapie 2 (1995), 1-10). 
Deshalb wurde ein Verfahren entwickelt, urn das SU-Protein des SNV gegen die 
antigenerkennende Domanen von Antikorpern zu ersetzten. Diese [SNV-scFV-Env]-Vektoren 
mit den zwei bisher bekannten unterschiedlichen scFv waren in der Lage, das p si-positive 
eportergen, die bakterielle 15-Galaktosidase, in die ausgewahlte humanen Zielzellen zu 
bertragen. Diese scFv sind gegen das Hapten Dinitrophenol (DNP) bzw. gegen ein unbekanntes 
Oberflachenmolekul auf Colon-CA-Zellen und anderen Krebszellen gerichtet. (Chu et aL, Gene 
Therapie! (1994), 292-299; Chu et aL, BioTechniques 18 (1995), 890-899; Chu und Dornburg, 
J. Virol 71 (1997), 720-725). Es wurde eine Veipackungszellinie (DSH-CXL) entwickelt, die 
sowohl die psi-negativen SNV-Gene gag, pol und env als auch das psi-positive Reportergen- 
Expressionskonstrukt (pCXL) enthalt. Nach Transfektion der Verpackungszelle mit der Plasmid- 
DNA eines weiteren env-Expressionsgens (pTC53), bei dem das gesamte Oberflachen-Hullprotein 
gegen ein einkettiges Antikorperfragment (scFv) ersetzt wurde, wurden retrovirale Vektoren in 
den Zelliiberstand abgegeben, die auf ihrer Oberflache neben dem Wildtyp-Oberflachenhullprotein 
auch das chimare [scFv-Env]-Oberflachenprotein trugen. Mit Hilfe dieser Vektoren konnte das 
Reportergen in die fur die scFv-spezifischen Zielzellen, Hundeosteosarkomzellen (D17) die mit 



DNP konjugiert waren, bzw. HeLa-Zellen (humane Cervixkarzinomzellen) transferriert werden. 
Bei diesem beschriebenen Verfahren zur Herstellung zellspezifischer retroviraler Vektoren ist 
jedoch von Nachteil, daB nur bereits bekannte und klonierte scFv verwendet werden konnen. 
Ferner wurde von uns festgestellt, daJi nicht jedes scFv als Teil eines [SNV-scFv-Env]-Vektors 
5 fur die Zelltransduktion (Ubertragen des gewiinschten Gens auf die Zielzelle) geeignet ist. 

Der Gentransfer in Saugerzellen mittels Retroviren hat generell folgende Vorteile: 

• Es wird in der Kegel eine Kopie des gewiinschten Gens in die Saugerzelle iiberfuhrt. 

• Das gewunschte Gen wird im allgemeinen ohne Mutation oder Rearrangements ubertragen. 
10 • Es erfolgt ein stabiler Einbau des gewiinschten Gens in das Genom der Zielzelle. 

Weiterhin ist erwunscht, daJi der retrovirale Vektor eine bestimmte Zellspezifitat besitzt, durch die 
|das z.B. therapeutische Gen in eine ausgewahlte Zellpolpulation eingefuhrt werden kann. 




Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, zellspezifische retrovirale Vektoren mit 
15 Antikoipererkennungsdomanen fur den selektiven Gentransfer in Saugerzellen sowie ein 
universelles Verfahren zu ihren Herstellung bereitzustellen. Mit Hilfe dieser Vektoren gelingt es, 
den Gentransfer zu verbessern. Der Erfindung liegt ferner die Aufgabe zugrunde retrovirale 
Verpackungszellen zur Gewinnung der erfindungsgemaJSen Vektoren bereitzustellen. Die Losung 
dieser Aufgaben ergibt sich aus den Patentanspriichen, der nachfolgenden Beschreibung und den 
20 Figuren. 

Die Aufgabe wird durch das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung zellspezifischer 
^^^^^etroviraler Vektoren gelost, umfassend die folgenden Schritte: a) Immunisieren eines Saugetiers 
^^^■nit einer oder mehreren Zellpopulation(en) 3 b) Isolieren von RNA aus dem immunisierten 
2 ^^ s augetier, umfassend die B-Zell-RNA, c) Herstellen von cDNA-Abschnitte der variablen 
Regionen der schweren und leichten Kette der Immunglobuline aus der isolierten RNA mittels 
RT-PCR mit Primem fur die schwere und leichte Kette der Immunglobuline, wobei die Primer die 
Nukleinsauresequenz fur einen Oligopeptidlinker umfassen, d) Ligieren der cDNA-Abschnitte zu 
scFv-cDNAs, e) Ligieren der scFv-cDNAs in einen Phagemid- Vektor und Transformieren eines 
30 Wirtsbakteriums mit dem Phagemid- Vektor, f) Isoheren von Phagen, die an die in Schritt a) 
verwendete(n) Zellpopulation(en) binden, durch Selektion, g) Isoheren von zellspezifischen 
Phagen aus den in Schritt f) erhaltenen Phagen, die nur an die in Schritt a) verwendete(n) 
Zellpopulation(en) binden, durch Selektion, h) Ausschneiden der scFv-codierenden DNA- 
Fragmente aus den in Schritt g) erhaltenen zellspezifischen Phagen und Ligieren in einen psi- 
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negativen retroviralen Env-Expressionsvektor, i) Transformieren des erhaltenen Env-scFv- 
Expressionsvektors in eine Verpackungszelle, und j) Isolieren der von der Verpackungszelle 
sezemierten retroviralen Vektoren. 

Gegebenenfalls umfalit das erfindungsgernafie Verfahren weiter die Vereinzelung der in Schritt g) 
erhaltenen zellspezifisclien Phagen. Gegebenenfalls umfafit das erfindungsgemaiJe Verfahren 
weiter den Schritt: k) Isolieren der von der Verpackungszelle sezemierten retroviralen Vektoren, 
die die Zellen der Zellpopulation(en) transduzieren durch Selektion. Ferner konnen die Schritte f) 
und/oder g) mindestens einmal wiederholt werden. 



Bevorzugt ist ein Verfahren, wobei das immunisierte Saugetier ausgewahlt ist aus der Gruppe 
£^^^^laus, Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Ziege oder Schaf Bevorzugt ist ebenfalls ein 
^^^^^erfahren, bei dem die Zellpopulation(en) ausgewahlt ist aus der Gruppe Mensch, Maus, Ratte, 
Schaf; Rind oder Schwein. Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die Zellpopulation(en) 
15 ausgewahlt ist (sind) aus der Gruppe T-Zellen, Epithelzellen, Muskelzellen, Stammzellen, neurale 
Zellen, hamatopoietische Zellen, Karzinomzellen oder Leberzellen. Bevorzugt ist ein Verfahren, 
bei dem das env-Gen vom Milznekrosevirus (SNV) stammt. Besonders bevorzugt ist ein 
Verfahren, bei dem der Expressionsvektor der Vektor mit der Bezeichnung pTC53 ist. 

20 Die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltlichen zellspezifischen retroviralen Vektoren 
konnen als Arzneimittel verwendet werden. Bevorzugt ist die Verwendung zur Herstellung eines 
Arzaeimittels zur Gentherapie, Impftherapie oder Diagnostik. Besonders bevorzugt ist die 
^^^^^Therapie der Cystischen Fibrose, des ADA-Mangels, von fflV-Infektionen, Leukamie, 
^^^^Bhronischer Granulomatose. 

Die Erfindung wird ferner glost durch die Bereitstellung von retroviralen Verpackungszellen zur 
Gewinnung der erfindungsgemaflen retroviralen Vektoren, transformiert sowohl mit einem oder 
mehreren psi-negativen Expressionskonstrukt(en), die die gag-, pol- und/oder env-Genprodukte 
exprimieren, als auch mit einem psi-negativen Env-scFv-Expressionskonstrukt nach Anspruch 1 
30 h). Bevorzugt ist eine Verpackungszelle, ferner umfassend ein psi-positives Expressionskonstrukt, 
umfassend ein Nukleinsaurefragment, das in die durch den retroviralen Vektor zu transduzierende 
Zelle eingefuhrt werden solL Besonders bevorzugt ist eine Verpackungszelle, wobei das 
Nukleinsaxirefragment ein therapeutisches Gen oder dessen DNA-Fragment und/oder ein 
Reportergen umfafit. Insbesondere bevorzugt ist eine Verpackungszelle, wobei das therapeutische 



Gen oder dessen Nukleinsaurefragment das CFTR-, phox91-, ADA-, IL-16-, p53- oder revMlO- 
Gen oder Impfgene z. B. rekombinantes gpl20 und IL-16 umfaBt. Femer insbesondere bevorzugt 
ist eine Verpackungszelle, wobei das Reportergen B-Galaktosidase, "Green Fluorescent Protein", 
Luciferase oder Neomycin umfaflt. 

Die Abbildungen dienen der Erlauterung der Erfindung 

Abb.l zeigt schematisch die Env-scFv Expressionskonstrukt pTC53, pT-scFv und pT/zeo, deren 
Transfektion in die Verpackungszelle DSH-CXL, die die erfindungsgemaBen Vektoren sezeniiert. 

Abb. 2 zeigt schematisch die Herstellung, Isolierung und Selektion der erfindungsgemaBen 
Vektoren. 

Abb. 3 ist eine schematische Darstellung eines Ltnmunglobulins und das daraus resultierende scFv. 
Dargestellt sind weiterhin schematisch scFv-Display-Phagen und SNV-scFv-Env- Vektoren 

Abb. 4 zeigt die Nukleinsauresequenz von pTC53. 

Der hier verwendete Begriff amphotropes Virus bedeutet Infektion und Replikation auf murinen 
und humanen Zellen, im Gegensatz zu ecotropen Viren, das nur auf murinen Zellen repliziert. Der 
hier verwendete Begriff retroviraler Vektor bedeutet replikationsdefizientes retro virales 
Viruspartikel, das anstelle der retroviralen mRNA eine fremde eingefiihrte RNA eines Gens, z.B. 
eines therapeutischen Gens oder dessen Fragment oder eines Reportergens iibertragen kann. Der 
*er verwendete Begriff Antikdrpererkennungsdomane (scFv) bedeutet Antigenbindestelle eines 
Antikoipers, umfassend Vh- vmd Vl-Kette. Der hier verwendete Begriff SNV bedeutet 
Milznekrosevirus mit seinen Stammen xmd Substammen. SNV gehort zu den Reticolo 
Endotheliose Viren (REV) der Vogel, Typ D-Retrovirus. 

Fur die Bereitstellung der zellspezifischen Antikorpererkennungsdomanen (scFv) wird eine neue 
kombinatorische Phagen-cDNA-BibUothek der variablen Domanen der leichten und schweren 
Ketten der Immunglobuline hergestellt. Dazu wird ein Saugetier, z.B. eine Maus, Ratte, ein 
Kaninchen, Meerschweinchen, Ziege oder Scha£ mit einem ausreichenden Titer einer oder 
mehrerer Zellpopulation(en) in iiblicher Weise immunisiert. Die Zellpopulation ist die Zellart, die 
einen Oberflachenrezeptor ausbildet, an den die erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren 



spezifisch binden. Die Zellen konnen von einem von dem zu iromunisierenden Saugetier 
verschiedenen Saugetier stammen, z.B. vom Menschen, der Maus, Ratte, dem Scha£ Rind oder 
Schwein. Die Zellen konnen solche Zellen sein, in der z.B. eine somatische Gentherapie, eine 
Impftherapie oder Diagnostik durchgefiilirt werden soli. Typische Beispiele solcher Zellen sind T- 
Zellen, Leberzellen, Muskelzellen, neurale Zellen, Fibroblasten, Epithelzellen, Stammzellen oder 
hamatopoietische Zellen. Fiir die Immunisierung kann eine Zellpopulation oder mehrere 
Zellpopulationen gleichzeitig dem Saugetier verabreicht werden, je nachdem fiir welche 
Zellpopulationen(en) der erfindungsgemaBe retrovirale Vektor spezifisch sein soil. 

Fiir die Herstellung der cDNA-Bibliothek wird zuerst die B-Zell-RNA des immunisierten 
Saugetiers in bekannter Weise isoliert. Die mRNA- Sequenzen der fiir die Antigenerkennung 
erantwortlichen Regionen der schweren und leichten Kette (V H und Vl) der Immunglobuline 
erden mittels reverser Transkription und anschlieBender Polymerase-Kettenamplifikation in 
iiblicher Weise in cDNA umgeschrieben und vervielfaltigt. Die Primerpaare und deren Sequenzen 
fiir die Vh- und V L -Regionen sind dem Fachmann bekannt Sie sind z.B. im kommerziell 
erhaltlichen Kit der Fa. Pharmacia enthalten, bzw. konnen den bekannten Datenbanken (EMBL) 
entnommen werden. Dem Fachmann ist bekannt, daJi er fur jede immunisierte Saugetierart 
verschiedene Primersequenzen verwenden mufi. Die Sequenzen sind ebenfalls in den bekannten 
Datenbanken enthalten.. Die cDNA-Fragmente der Vh- und VL-Regionen werden dann mittels 
einer Ligasereaktion in ixblicher Weise zu scFv-cDNAs verkmipft. Fiir den Fachmann ist 
ersichtlich, dafi bei der Ligation unterschiedliche Kombinationen von cDNA-Fragmenten 
hergestellt werden. Die erhaltenen scFv-cDNAs konnen dann in einen Phagemid- Vektor z.B. 
CANTA 5E Phagemid, Fa. Pharmacia kloniert werden. AnschlieBend werden Wirtsbakterien 
.B. E.coli TGI mit dem Phagemid- Vektor transformiert. 

Die von den Bakterien produaerten rekombinanten Phagen werden dann in iiblicher Weise isoliert 
und auf das Vorhandensein von zellspezifischen scFv-Peptiden selektioniert. Die Phagen werden 
mit der Zellpopulation oder den Zellpopulationen in iiblicher Weise in Kontakt gebracht, die fiir 
die Immunisierung verwendet worden sind. Die Phagen, die nicht an die Zellen binden, tragen 
kein spezifisches scFv-Peptid und werden durch Waschschritte in iibhcher Weise entfemt. Die 
Phagen, die an die Zellen binden, prasentieren das gewunschte scFv-Peptid auf ihrer Oberflache 
und werden in iibhcher Weise eluiert. Die Pagen, die das gewunschte scFv-Peptid prasentieren, 
werden vermehrt, indem man sie wieder in iibhcher Weise die Wirtsbakterien infizieren laBt. 
Dieser Selektionsschritt kann ein oder mehrere Male wiederholt werden, um die bindenden 



Phagen anzureichem. Dieser Vorgang wird als "panning" bezeichnet. Die Phagen werden nach 
dem panning oder direkt nach dem ersten Selektionsschritt einer weiteren Selektion unterzogen. 
Dabei werden die Phagen mit einer oder mehreren anderen Zellpopulationen in Kontakt gebracht, 
die sich von den zur Tmmunisierung verwendeten Zellen unterscheiden. Die Phagen, die nicht an 
diese Zellen binden, prasentieren ein zellspezifisches scFv-Peptid. Sie werden in ublicher Weise 
aus dem Zelluberstand isohert und fur eine Wirtsbakterieninfektion zur Vermehrung verwendet. 
Auch dieser Selektionsschritt kann ein oder mehrere Male wiederholt werden (Marks et aL, 
Biotechnologie 10 (1992), 779; Clackson et aL, Nature 352 (1991), 624; Marks et aL, J. Mol 
Biol 222 (1991), 581; Chaudhary et aL, Proc. Natl Acad, Set USA 87 (1990), 1066; Chiswell et 
aL, TIBTECH 10 (1992), 80; McCafferty et aL, Nature 348 (1990), 552; Huston et aL, Proc. 
Natl Acad. Set USA 85 (1988), 5879). 

ur Herstellung der erfindungsgemalien zellspezifischen retroviralen Vektoren dient die 
vorstehend beschriebene Phagen- cDNA-Bibliothek als AusgangsmateriaL Die scFv-cDNAs der 
Phagen, die nach dem zweiten Selektionsschritt und den gegebenenfalls durchgefuhrten panning- 
Verfahren iibriggeblieben sind, werden in ublicher Weise aus der Phagen-DNA ausgeschnitten uad 
in ein retrovirales Env-Expressionsgen inseriert. Das retrovirale env-Expressionsgen kann vom 
SNV stammen. Ein typisches Beispiel fur ein SNV-scFv-env-Expressionskonstrukt ist pTC53. 
Die Sequenz ist in Abbildung 4B gezeigt. Ein typisches Beispiel fur ein Wildtyp(wt)-SNV-env- 
Expressionskonstrukt ist pIM29. 

Die Konstruktion der fur die wt- SNV- ENV-Prot eine z.B. pIM29 und die chimaren SNV-scFv- 
~~NV-Proteine kodierenden Expressionplasmide ist von Chu et al. {J. Virol 71 (1997), 720-725) 
orbeschrieben. Die Expression der fur das wt-env-Gen kodierenden DNA wird von einem MLV- 
Promotor gesteuert. Die env-cDNA wurde iiber die Restriktionsschnittstellen SacII und Avrll aus 
einem fur das komplette SNV- Virus kodierenden Plasmids ausgeschnitten und durch Insertion in 
einen Linker (L) eingefugt. Um eine korrekte Prozessierung des Proteins zu gewahrleisten, enthalt 
pIM29 die Polyadenylierungsstelle des Simianen Virus 40 (SV40). Von diesem Plasmid kann 
somit die Egression des wt-env-Gens erfolgen, so daB nach proteolytischer Spaltung eines 
Vorlauferproteins das auflere Glykoprotein (SU) und das Transmembranprotein (TM) vorhegt. Es 
konnen jedoch andere, dem Fachmann bekannte Plasmide, Promotoren, Linker, 
PolyadenyUerungssignale und weitere fur eine korrekte Prozessierung benotigte DNA-Elemente 
verwendet werden. 



Zur Expriinierung von SNV-scFv-ENV-Proteinen werden die in bekannter Weise erhaltenen scFv 
in ein SNV-ENV-Expressionskonstrukt z.B. pTC53 in iiblicher Weise eingefiihrt. Die in pTC53 
vorhandenen Restriktionserkennungstellen ftir die Enzyme Sfil und NotI ermoglichen die 
molekulare Klonierung von z.B. scFv zwischen SNV-env-Leader-Sequenz und dem fur das 
Transmembranprotein (TM-Protein) kodierenden Bereich der DNA. Die im wt-ENV vorhandene 
Proteaseschnittstelle zwischen SU und TM ist in pTC53 deletiert, so daJl ein Fusionsprotein 
exprimiert wird, das N- terminal aus dem einkettigen Antikorperframgent und C-terminal aus dem 
SNV-TM besteht. Die regulatorischen Elemente wie MLV-Promotor und SV40- 
Polyadenylierungssignal sind identisch mit denen des pIM29-Vektors. Zur Verstarkung der 
Expression eines chimaren env-Gens wird in dem Expressionsplasmid pTC53 eine adenovirale 
Leader- Sequenz z.B. AVtl (Sheay et al. BioTechniques, 15 (1993), 856-861) inseriert. Eine 
oezin-Kasette (pSV2zeo; Fa. Invitrogen, Niederlande) dient der moglichen Selektionierung von 
abil transfizierten Zellen, so dali einzelne Zellklone etabliert werden konnen. 

Das psi-negative SNV-scFv-env -Expressionskonstrukt kann mittels Elektrop oration oder anderer 
bekannter Verfahren in iiblicher Weise in Verpackungszellen eingefiihrt werden. Eine typische 
Verpackungszelle ist z.B. DSH-CXL. Die Verpackungszellen haben ferner psi-negative env, gag, 
pol-Expressionskonstrukte und fiir den gewiinschten Gentransfer in die spezifischen Zielzellen ein 
weiteres psi-positives Expressionskonstrukt, das z.B. ein Gen oder DNA-Fragment fur die 
Gentherapie, Impftherapie oder ein Reportergen fiir die Diagnostik umfaflt. Nach Transfektion 
der Verpackungszellen kommt es zu einer transienten Expression und Abgabe der retroviralen 
Vektoren, die neben natiirlichen SU-Proteinen rekombinante SU-scFv-Proteine prasentieren, in 
den Zellkulturiiberstand. Die retroviralen Vektoren konnen dann in iiblicher Weise zur 
ransduktion der Zielzelle, d.h. der Zellpopulation, die zur Immunisierung verwendet wurde, 
eingesetzt werden. Gegebenenfalls kann dieser Schritt ein weiterer Selektionsschritt sein. Nur die 
erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren, die die Zielzelle in ausreichender Weise transduzieren, 
werden weiter verwendet. Diese Vektoren konnen einem weiteren Selektionsschritt unterzogen 
werden. Die Vektoren konnen in iiblicher Weise zur Transduktion von anderen Zellpopulationen 
als der Zellpopidation, mit der das Saugetier immunisiert wurde, eingesetzt werden. Die Vekoren, 
die nicht die anderen Zellen transduzieren, sondem nur die Zielzellen, konnen also in einem 
doppelten Selektionsschritt erhalten werden. 

Fiir die Etablierung von stabilen Verpackungszellinien, welche die erfindungsgemafien retroviralen 
Vektoren konstitutiv abgeben, kann ein Selektionsmarker, z.B. das Zeocin-Resistenzgen (Fa. 
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Invitrogen), in iiblicher Weise in das scFv-Expressionskonstrukt zW pTC53 inseriert werden. Die 
mit dem Zeocin-Resistenz-Gen versehenen scFv-Expressionskonstrukte werden mittels z.B. der 
Liposomen-Technik (Lipofectamin, Gibco BRL) in die Verpackungszellen transfeniert. Nach 
einer ca. zwei-wocbigen Selektion der Transfektanden in Zeocin-haltigem Kulturmedium konnen 
5 Zellklone etabliert werden, die je nach scFv-cDNA-Fragment Zielzellpopulationen mit einem Titer 
von etwa 10 4 -10 6 retroviralen Vektoren pro ml transduzierten. 

Das mit den erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren in die Zielzellpopulation oder - 
populationen transduzierte Gen kann z.B. die RNA eines therapeutischen Gens oder dessen 
10 Fragment sein. Therapeutische Gene konnen z.B. das CFTR-Gen, das ADA-Gen, der LDL- 
Rezeptor, B-Globin, Faktor Vm oder Faktor DC, das Dystrophin- Gen sein. Im Falle des CFTR- 
A^^^Gens waren die Zielzellen z.B. die Lungenepithelzellen, beim ADA-Gen die Stamrozellen des 
^^^^^Bcnochenmarks oder T-Lymphocyten, beim LDL-Rezeptor die Leberzellen, beim Dystrophin- Gen 
^^^die Skelettmuskelzellen, beim B-Globin-Gen die hamopoietischen Stammzellen, beim Faktor VIII 
15 oder Faktor EX die Fibroblasten und Leberzellen. Dem Fachmann ist ersichtlich, dafi diese 
Aufzahlung nur eine Auswahl der therapeutischen Gene darstellt nnd andere Gen ebenfalls fur 
eine Gentherapie verwendet werden konnen. Die DNA-Fragmente eines therapeutischen Gens 
umfassen z.B. Antisense-Nukleinsauren oder Ribozyme. DNA-Fragmente konnen ferner Bereiche 
eines Gens umfassen, die die Trinukleotidwiederholungen von z.B. des Fragile X Gens enthalten. 
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Femer kann die RNA eines Reportergens, z.B. B-Galaktosidase, GFP, Luciferase oder Neomycin 
in die erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren eingefuhrt werden. Die Reportergene 
ermoglichen, festzustellen, ob die Zielzellen mit den retroviralen Vektoren transduziert worden 
ind. 



Ferner kann die RNA eines Gens oder dessen Fragment zu Impfzwecken in die Zielzelle 
transduziert werden. Ein typisches "Impfgen" ist z.B. das rekombinante gpl20 oder gpl60 von 
HIV. Die Transduzierung von Immunzellen mit diesen Genen oder Fragment en regt zu einer 
Antikorperbildtmg gegen die viralen Genprodukte an. 

Die erfindungsgemaBen Vektoren konnen z.B. durch Lv-. oder Lm-Injektionen appliziert werden. 
Es konnen jedoch auch die erfindungsgemaBen Verpackungszellen in z.B. Organoide 
(Teflonbeutel) eingeschlossen werden, die dann in den Organismus eingepflanzt werden und in die 



Blutbahn oder ins Gewebe die erfindungsgemafien Vektoren sezemieren. Weitere 
Applikationsformen sind fur den Fachmann offensichtlich. 



Die erfindungsgeinaBe retrovirale Verpackungszelle zur Gewinnung der erfindungsgemaften 
pseudotypisierten retroviralen Vektoren wird bereitgestellt, indem eine Zellinie, z.B. eine humane 
Zellinie mit den psi-negativen Expressionskonstrukten, die die gag- und pol-Genprodukte des 
SNV exprimieren, und mit dem psi-negativen SNV-Env-Expressionskonstrukt und/oder psi- 
negativen SNV-scFv-env-Expressionskonstrukt, in iiblicher Weise transfiziert wird. 

Ferner konnen Verpackungszellen verwendet werden, die bereits die psi-negativen 
Expressionskonstrukte fur die gag und pol-Genprodukte enthalten. In solche Verpackungszellen 
iissen dann nur das psi-negative Expressionskonstrukt fur die Virushiille und das psi-positive 
xpressionskonstrukt fur die in die Zielzelle zu transduzierende Nukleinsauresequenz transfiziert 
werden. Dem Fachmann sind die Verfahren zur Transfektion der Expressionskonstrukte bekannt. 
Von den erfindungsgemaflen Verpackungszellen werden retrovirale Vektorpartikel in den 
Zelluberstand abgegeben, die das Expressionskonstrukt enthalten nicht jedoch die Konstrukte, die 
fur die GAG-, POL- und ENV-Proteine kodieren. In die Zielzelle wird somit nur das gewCinschte 
z.B. therapeutische Gen oder Reportergen uberfiihrt. 

Die dargestellte Erfindung eroflfiiet die folgenden MogUchkeiten: 

-Gene, Gen-Fragmente oder sonstige Nukleinsauresequenzen konnen in ausgewahlte Saugerzellen 
uberfiihrt werden, 

-weitere Effizienzsteigerungen des Nukleinsauretransfers durch Verbesserung der env- 

nkonstrukte konnen erreicht werden, 
-Gentherapie-, Markierungs- und Lnpfstrategien konnen entwickelt werden, fur die ein selektiver 
Nukleinsauretransfer in ausgewahlte Saugerzellen wiinschenswert ist. 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufeufassen: 
1. Isolierung und Klonierung zellspezifischer scFv 

Zur Herstellung, Isolierung und Selektion von zellspezifischen scFv wurde eine Maus mit der 
humanen T-Zellinie T-C8166 (Clapham et al., Virology 158 (1987), 44-51) in iiblicher Weise 
immunisiert, die Milz entfemt vmd die RNA isoliert. Die Klonierung der scFv-cDNAs wurde mit 
dem kommerziell erhaltlichen Kit der Fa. Pharmacia nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. 



Die erhaltenen Phageu wurden in iiblicher Weise auf ihre Bindungseigenschaften gegeniiber den 
Zielzellen untersucht. Es wurden 150 Phagen isoliert, die spezifisch an die Zielzellen banden. Die 
150 so erhaltenen zellspezifischen scFv wurden verwendet, urn die erfindungsgemaBen SNV- 
scFv- Vektoren herzustellen. 

2. Klonieren der spezifischen scFv-cDNA-Fragmente in Env-Expressionskonstrukte 
Die scFv-cDNAs der 150 zellspezifischen scFv wurden in iiblicher Weise aus der Phagemid-DNA 
ausgeschnitten und jeweils in das Expressionskonstrukt pTC53 ligiert. pTC53 wurde erhalten 
durch Modifeierung des universellen eukaryotischen Vektors pRD114 (Chu et aL, J. Virol. 71 
(1997), 720-725; Sheay et aL BioTechniques, 15 (1993), 856-861; Chu et al., BioTechniques, 18 
(1995). 890-895). In diesem Vektor wurde das SNV-wt-env-Gen bis auf die fur die Leader- 
equenz und das Transrnembran- Protein kodierende c-DNA deletiert. Ein zusatzhch eingefuhrter 
pacer ermoglicht die Insertion einer Fremd-DNA (hier die scFv-cDNA) im AnschluU an die 
ENV-Leader-Sequenz liber die Restriktionserkennungsstelle NaeL Die Sequenz von pTC53 ist in 
Abbildung 4 gezeigt. Fiir die Insertion der scFv-cDNA wurde das Env-Expressionskonstrukt 
pTC53 dahingehend rnodifiziert, daB Sfi I und Not I spezifische Restriktionsendonuklease- 
Erkennungsstellen in den Linker zwischen der SNV-Leader-Sequenz und der SNV- 
Transmembran- Sequenz (TM) in iiblicher Weise eingefiigt werden. Hierzu wird eine 
rekombinante PCR ausgehend von der DNA des Plasmids PKA1558 (Scov H. & Andersen K.B., 
1993) und der fiir das anti Transfeirinrezeptor-scFv kodierenden DNA in iiblicher Weise 
durchgefiihrt, so daJJ iiber Nru I (5 'und 3') eine Insertion des amplifizieiten Fragments in das Nae 
I restringierte pTC53 moghch ist. Das so inserierte Fragment enthalt die multiple Sfi I / Not I 
Klonierungsstelle, da die verwendeten Primer neben der endstandigen Nru I Erkennungsstelle 
eiterhin eine benachbarte Sfi I bzw. Not I Erkennungsstelle beinhalten. Fiir die rekombinante 
PCR wurden folgende Primer verwendet 

PKATFNNRu+: 

5 -GGGCCC TCGCGA GC GGCCC^GCCGGCC GACATCAAGATGACCCAGTCTCCA-3 ' 

Nru I Sfi I 

PKATFNRNRu- : 

5 -GGGCCC TCGCGA T GCGGCCGC TGAGGAGACTGTGAGAGTGGTGr.C-3 ' 
Nru I Not I 



Die PCR-Bedingungen waren: 94°C/3 min, 94°C/1 min, 59°C/1 min, 72°C/1 min., 25 X Schleifen, 
72°C/10 min und dann bis 4°C abkuhlen. Das PCR-Fragment wurde gelelektrophoretisch 
aufgetrennt, aus der Gelmatrix extrahiert (Quiaex, Fa. Quiagen) und mit dem Nae I geoflheten 
Plasmid pTC53 in ublicher Weise ligiert 

5 

Die scFv-cDNAs aus dem Phagemid (pCANTA 5E) wurden mittels der 
Restriktionsendonukleasen Sfi I und Not I ausgeschnitten. Dazu wurde Phagemid-Plasmid-DNA 
mittels bekannter Verfahren hergestellt. und jeweils 8^ig Plasmid-DNA mit jeweils 60 U der 
Restriktionsendonukleasen Sfi I und Not I fur l,5h bei 50°C und anschliefiend l,5h bei 37°C 

10 verdaut. Der Reaktionsansatz fand in einem Volumen von 200nl statt, der mit 20^x1 BSA (lOfach 
konz.) mid 20jil Reaktionspuffer 3 (lOfach konz.) supplementiert wurde. Nach Beendigung der 
A(^^^Reaktionszeit wurde der Ansatz in einem l%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 
V^^^^KTach der Auftrennung wurde die scFv-cDNA spezifische Bande (ca 750bp) aus dem Agarosegel 

^^^^mittels bekannter Verfahren aufgereinigt. 

15 

Das aufgereinigte Fragment wurde mit dem ebenfalls mit den Reastriktionsendonukleasen Sfi I 
und Not I geoflheten Env-Expressionskonstrukt pTC53 ligiert. Dazu wurden aquimolare Mengen 
des scFv-cDNA-Fragments und pTC53-Fragments in einem 15(al Volumen mit 200 U T4-Ligase 
und l 5 5nl 10-fach Ligase-Puffer supplementiert. Der Ansatz wurde bei 4°C Uber Nacht inkubiert. 
20 Um eine effiziente Transformation von Bakterien zu ermoglichen, wurden die Bakterienstamme 
TOP10P und JS5 mit einer nach Hanahan (1983) modifizierten Methode kompetent gemacht. 
Nach dem Animpfen von 100 ml LB-Medium mit 500 ^il einer Ub ema chtkultur wurde die 
_ _ Bakteriensuspension bei 37° C bis zu einer Dichte (OD 550 ) von 0,6 inkubiert. Anschlieiiend 
^^^Avurden die Bakterien auf Eis gekiihlt, bei 6.000 rpm und 4° C pelletiert (Minifiige RF, Heraeus, 
S^PHanau) und in 40 ml TFBl-Puffer (30 mM KOAc, lOOmM RbCl 2 , 10 mM CaCl 2 , 15 % Glycerin, 
pH 5,8 mit Essigsaure eingestellt, danach sterilfiltriert) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit 
von 15 Minuten auf Eis und einer Zentrifiigation bei 6.000 rpm und 4° C wurde das 
Bakterienpellet in 4 ml TFB2-Puffer (10 mM MOPS, 75 mM CaCl 2 , 10 mM RbCl 2 , 15 % 
Glycerin, pH 6,5 mit KOH-L6sung eingestellt, danach sterilfiltriert)resuspendiert. Die 
30 Bakteriensuspension wurde dann in Aliquots je 100 \il aufgeteilt und auf Trockeneis 
schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70° C. Zur Transformation wurden 100 ^1 der 
kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und nach Zugabe von 1-2 jil des jeweiligen 
Ligationsansatzes fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem anschlieiienden 
Temperaturschock (45 s bei 42° C anschlieBend 2 min auf Eis) wurden die Bakterien mit 500 ^1 



SOC-Medium (GEBCO/BRL, Eggenstein) vesetzt und bei 37° C fur eine Stunde zur Expression 
der Antibiotikaresistenz in einem Bakterienschuttler kultiviert. Die Bakteriensuspension wurde auf 
LB-Agarplatten, die mit dem Antibiotikum Ampicillin supplementiert waren, ausgestrichen und 
bei 37° C iiber Nacht inkubiert. 

Die Praparation von Plasmiden aus Bakterien (E.coli TopFlO) erfolgte mit den QIAGEN- 
Plasmid-Kits der Firma QIAGEN, Hilden. Fur die Praparation einer geringen Menge Plasmid- 
DNA wurden die Bakterien einer 15 ml-Ubemachtkultur (LB-Medium mit 50 ^g/ml Ampicillin) 
mit den vom Hersteller gelieferten Losungen lysiert und iiber eine Anionenaustauscher-Saule (tip- 
20) gereinigt. Zur Gewinnung grofier Mengen Plasmid-DNA (Maxi-Praparation) wurden 400 ml 
Ubernachtkulturen angesetzt 

id. Selektion der retro viralen Vektoren 

Transiente Transfektion der scFv-pTC53-Expressionskonstrukte in die Verpackungszelle DSH- 
CXL mittels Elektrop oration: Fiir die Elektroporation wurden jeweils 2 x 10 6 DSH-CXL Zellen in 
480 ^1 PBS resuspendiert und in eine auf Eis gelagerten Gene-Pulser-Kxivette (0,4 cm Elektrode, 
Liicke 50, Biorad, Miinchen) iiberfuhrt. Danach wurden 20 jug der rekombinanten Plasmid-DNA 
der Zellosung zugegeben. Der Inhalt der Kiivette wurde einem elektrischen Puis in einem 
Elektrop orator (Gene-Pulser Apparatus, Biorad, Miinchen) bei 270 V und 960 ^iF ausgesetzt. 
Nach einer 10-minutigen Inkubation der Kiivette auf Eis wurden die Zellen in 20 ml fiisches 
Kulturmedium in eine mittlere Zellkulturflasche (Nunc, Wiesbaden) uberfuhrt. Am nachsten Tag 
wurden die DSH-CXL-Zellen mit frischem Medium versetzt und kultiviert. 

er Virus-haltige Uberstand der Transfektanden wurde zur Transduktion der Zielzellen 
eingesetzt. Am Tag vor der Transduktion wurden die C8166-Zielzellen im Verhaltnis 1:2 in 
frisches Medivim imigesetzt. Die Uberstande wurden mit einem 0,45 |im Filter (Sartorius) steril 
filtriert. 7 ml des Uberstandes wurden dann direkt zur Transduktion von 2xl0 5 C8166-Zellen 
eingesetzt. Um die Anbindung der retroviralen Vektoren an die Zelloberflache zu stabilisieren 
erfolgte eine Zugabe von 40 |ig/ml Polybren. Nach einer 2 stiindigen Inkubation bei 37° C, 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in fiisches Kultur-Medium uberfuhrt. 

Nachweis der B-Galaktosidase-Aktivitat (X-Gal-Assay): Zur Oberpriifung einer erfolgreichen 
Transduktion wurde nach 72 Stunden ein X-Gal- Assay nach der Methode von Sanes et al. (1986) 
modifiziert durchgefiihrt. Der Zellkulturiiberstand wurde abgezogen und die Zellen mit PBS ohne 



(Ca 2+ mid Mg 2+ ) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Fixierlosung (2 % 
Formaldehyd, 0,2 % Glutaraldekyd in PBS) fur 5 min iiberschichtet und mit PBS gewaschen. 
Danach wurden die Zellen in 3 ml X-Gal-Reaktionsmixlosung (1 mg/ml, 5 mM K-Ferricyanid, 5 
mM K-Ferrocyanid, 2mM MgCl 2 ) resuspendiert. Nach einer ca. 4-stundigen Inkubation des 
Ansatzes bei 37° C trat die Blaufarbung der transduzierten Zellen auf. 

Von den 150 getesteten scFv-pTC53-Expressionskonstrukten waren 6 zellspezLfisch (M8, K6, 
7A5, 7E10, 6C3, 7B4). Das heiCt es konnten pro zellspezifischem Konstrukt 10-20 blau-gefarbte 
C8166-Zellen erkannt werden. Das ist im Vergleich zu nicht zellspezifischen scFv-Klonen 
signifikant. Von 6 zellspezifischen scFv-Expressionskonstrukten wurden stabile 
Veipackimgszelliuien generiert. 

Etabherung stabiler Verpackungszellinien 
Herstellung des Zeocin-Resistenzgens naittels PCR ausgehend von DNA des Plasmids pSCVZeo 
(Fa. Invitrogen): Urn Verpackungszellen nach einer stabilen Transfektion mit dem pTC53zeo- 
scFv-Plasmid auf eine stabile Expression des Resistenzgens zu selektionieren, wurde eine Zeocin- 
Kassette integriert. Hierzu wurde mittels rekombinanter PCR aus dem Vektor pZeoSV2 (+/-) der 
Firma Invitrogen (NV Leek, Niederlande) eine Zeocin-Kassette amplifiziert und mit den 
Restriktionsschnittstellen Ndel 5 'und 3 ' versehen, so dafi die Kassette anschlieBend in den Ndel 
restringieiten Anteil des pUC19-Ruckgrades des pTC53 inseriert werden konnte. Der PCR- 
Ansatz (100 ^1) enthielt: 1 x PCR-Puffer ( Tag: 10 mM Tris/HCl, pH 8,8, 50 mM KC1, 1,5 mM 
MgCl 2 , 0,01% Gelatine, 10 [iM (+)- und 10 ^iM (-)-Primer, 200 |oM je Desoxynukleotid, 2,5 
"inheiten Taq-Polymerase und 100 ng Plasmid-DNA oder. Es wurden folgende Olgonukleotide 
erwendet. 

ZE02184+NDE: 

5 GGAAATTC C ATATGG AATTCCCGTTAC ATAACTTACGGTA A A TGOC- 3 ' 
Ndel 

ZE03258-NDE: 

5 -GGAATTC CATATGG AATTCCTCAGTCCTGCTCCTCGGCC-3 ' 
Ndel 



Die PCR-Bedingungen waren: 94°C/3 min, [94°C/1 min, 60°C/1 min, 72°C/1,5 min.] 30 X 
Zyklen, 72°C/10 min und 4°C Endtemperatur. 



Insertion eines Zeocin-Resistenz-Gen in die im transienten Test positiven scFv-pTC53-Env- 
Expressionskonstrukte. 

Transfektion mittels Lipofectamin ™ (GEBCO/BRL, Life Technologies, Eggenstein). 

Lipofectamin™ :N-[2-({2,5bis[-(3-aminopropyl)amino]- 1-oxypemtyl} amino)ethyl]-N 5 N-dimethyl- 
2,3. bis (9-octadecenyloxy)- 1-propanaminium trifluoroacetat) /Dioleoyl-phophatidylethanolamin; 

3 : 1 (w/w) 

Vortag der Transfektion wurden lxlO 6 Zellen in eine 60 mm-Zellkulturschale (Greiner, 
iirtingen) ausgesat. Fur die Transfektion wurden 1-5 \ig (je nach Versuchansatz) der 
rekombinanten Plasmid-DNA in 200 ^1 serumfreiem Medium resuspendiert. Parallel dazu wurden 
8-25 |il (je nach Versuchansatz) Lipofectamin™ in 200 pi serumfeiem Medium verdxint. Nach 
dem Vereinigen beider Losungen, folgte eine Inkubation fur 45 min bei RT. Das DNA- 
Lipo somen- Gemisch wurde auf 2 ml Endvolumen aufgefullt und auf die mit serumfreiem Medium 
gewaschenen Zellen gegeben. Daraufhin wurden die Zellen fur 5 Stunden bei 37° C inkubiert. 
AnschlieBend wurden 2 ml frisches Medium zugegeben, das die zweifache Konzentration an FCS 
enthielt. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. 

Zur Etablierung stabiler Verpackungszellklone wurden die Zellen 24 Stunden nach der 
ransfektion mit einem Selektionsmedium uberschichtet. Das Zeocin™-Resistenzgen 
{Streptoalloteichns hinductanus Bleomycin-Gen) wurde als Selektionmarker benutzt. Die 
Selektion erfolgte in DMEM-Medium, supplementiert mit 525 jig/ml Zeocin™ (Phleomycin von 
Streptomyces verticillus; Invitrogen BV, Niederlande). Die Zellen wurden zweimal wochentlich 
mit frischem Selektionsmedium versetzt. Nach ca. 4 Wochen konnten Zellfoci, die Zellklone 
darstellten, identifiziert werden. Diese Kolonien wurden einzel abgenommen, in eine 24-Loch- 
Platte (Flachboden, Nunc, Wiesbaden) in Zellkulturmedium ohne Antibiotikumssupplement 
iiberfuhrt. Das Medium wurde zweimal wochentlich gewechselt. Erlangten die Zellen eine 
Konfluenz von ca. 90 %, wurden sie in entsprechend groBere ZellkulturgefaBe expandiert. 



Patentansprtiche 



Verfahren zur Herstellung zellspezifischer retroviraler Vektoren, umfassend die folgenden 
Schritte: 

a) Imrnunisieren eines Saugetiers mit einer oder mehreren Zellpopulation(en), 

b) Isolieren von RNA aus dem immunisierten Saugetier, umfassend die B-Zell-RNA, 

c) Herstellen von cDNA-Abschnitte der variablen Regionen der schweren und leichten 
Kette der Immunglobuline aus der isolierten RNA mittels RT-PCR mit Primern fiir die 
schwere und leichte Kette der Immunglobuline, wobei die Primer die 
Nukleinsauresequenz fiir einen Oligopeptidlinker umfassen, 

d) Ligieren der cDNA-Abschnitte zu scFv-cDNAs, 

e) Ligieren der scFv-cDNAs in einen Phagemid-Vektor und Transformieren eines 
Wirtsbakteriums mit dem Phagemid-Vektor, 

f) Isolieren von Phagen, die an die in Schritt a) verwendete(n) Zellpopulation(en) 
binden, durch Selektion, 

g) Isolieren von zellspezLfiscken Phagen aus den in Schritt f) erhaltenen Phagen, die nur 
an die in Schritt a) verwendete(n) Zellpopulation(en) binden, durch Selektion, 

h) Ausschneiden der scFv-codierenden DNA-Fragmente aus den in Schritt g) erhaltenen 
zellspezifischen Phagen und Ligieren in einen psi-negativen retroviralen Env- 
Expressionsvektor, 

i) Transformieren des erhaltenen Env-scFv-Expressionsvektors in eine 
Verpackungszelle, mid 

j) Isolieren der von der Verpackungszelle sezernierten retroviralen Vektoren. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die in Schritt g) erhaltenen zellspezifischen Phagen 
vereinzelt werden 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Schritte f) und/oder g) mindestens einmal 
wiederholt werden. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, weiter umfassend den Schritt: 

k) Isolieren der von der Verpackungszelle sezernierten retroviralen Vektoren, die die 

Zellen der Zellpopulation(en) transduzieren durch Selektion. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei das Saugetier ausgewahlt ist aus der 
Gruppe Maus, Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Ziege oder Schaf. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Zellpopulation(en) ausgewahlt ist 
aus der Gruppe Mensch, Maus, Ratte, Schaf; Rind oder Schwein. 

Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Zellpopulation(en) ausgewahlt ist (sind) aus der 
Gruppe, umfassend T-Zellen, Epithelzellen, Muskelzellen, hamatopoietische Zellen, 
Stammzellen, neurale Zellen, Karzinomzellen oder Leberzellen. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei das env-Gen des psi-negativen 
retroviralen Env-Expressionsvektors vom Milznekrosevirus (SNV) stammt. 

Verfahren nach Anspruch 8, wobei der Expressionsvektor der Vektor mit der Bezeichnung 
pTC53 ist. 

Retrovirale Vektoren, erhaltlich nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9. 

Verwendung der retroviralen Vektoren nach Anspruch 10 als Arzneimittel. 

Verwendung des Vektors nach Anspruch 10 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
somatischen Gentherapie, Impftherapie oder Diagnostik. 

Verwendung des Vektors nach Anspruch 10 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Therapie der Cystischen Fibrose, des ADA-Mangels, der chronischen Granulomatose oder 
der HIV- 1 Infektion. 

Retrovirale Verpackungszelle zur Gewinnung der retroviralen Vektoren nach Anspruch 10, 
transformiert sowohl mit einem oder mehreren psi-negativen Expressionskonstrukt(en), die 
die gag-, pol- und/oder env-Genprodukte exprimieren, als auch mit einem psi-negativen 
Env-scFv-Expressionskonstrukt nach Anspruch 1 h). 



• • • • •• •••• 

*: : : 

15. Retrovirale VerpackungszeUe nach Anspruch 14, ferner umfassend ein psi-positives 
Expressionskonstrukt, umfassend ein Nukleinsaurefragment, das in die durch den 
retroviralen Vektor zu transduzierende Zelle eingefuhrt werden soil 

16. Retrovirale VerpackungszeUe nach Anspruch 15, wobei das Nukleinsaurefragment ein 
therapeutisches Gen oder dessen DNA-Fragment und/oder ein Reportergen oder ein 
Resistenzgen umfaJJt. 

17. Retrovirale VerpackungszeUe nach Anspruch 16, wobei das therapeutische Gen oder dessen 
Nukleinsaurefragment das CFTR-, phox91-, ADA-, IL-16-, p53- oder revMlO-Gen oder 
ein oder mehrere Impfgene z. B. rekombinantes gpl20 und IL-16 umfalit. 



8. Retrovirale VerpackungszeUe nach Anspruch 16, wobei das Reportergen fi-Galaktosidase, 
"Green Fluorescent Protein", Luciferase und das Resistenzgen Neomycin umfafit. 
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